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論 文 内 容 要 旨
Barbiturate連 続 投 与 に よ る耐 性 発 現 に関 して は現 在 肝 ミ ク ロゾ ーム に存 在 す る薬 物 代 謝 酵
素 の 誘 導 による代 謝 の促 進 に基 づ くもの と説 明 され,他 に 中 枢 神経 系 の 細 胞 そ の もの の 感 受 性 の 低
下 に基 づ く部 分 も あ る とい わ れ る 。一 方barbiturateに よ る とみ られ る薬 物 ア レル ギ ーの 報 告
があ り,こ の こ とはbarbiturateの 生 体 内 抗原 化 の 可 能 性 を 示 唆 し,も しbarbiturat6が 投与
され た生 体 に お いてbarbiturate抗 体 が 産生 さ れ るな ら薬 物 との 結合 に よ1る薬 効 阻 害 を 生 じ,
耐 性 発 現 に おけ る一 因子 と して免 疫 学 的 な 関 与 も あ り得 るの で はな い か と考 え られ る 。IMoΦhi-
neの 耐 性 に 於 け る特 異 抗 体 の 役 割 の可 能 性 も示 唆 され 明 確 な 結 論 がで な い ま ま未 解 決 の 問 題 と
して艦 れているよう唄 柳 るρ .一 」ジ
単純 化学 物質 で あ る薬 物 が 体 内 で抗 原 とな るに は 薬物 が 高 分子 の 担 体 と強 固 な結 合 を して免 疫
原 性 を 獲得 せ ね ばな らな い 。 近年 薬理 活性 や 生理 活 性 を有 す る分 子 に対 す る抗 体 産 性 の 報 告 が 多
い が有 効 な薬 物 抗体 産 性 の 為 に は 例外 な く異種 蛋 白 を 担体 と した合 成 抗原 を 用 い てい る 。
本研 究 に於 て は まずphenobarbita1の 人工 抗原 の合 成 と,そ の 免疫 に よ るphenobarbital
抗体 の 調製 を行 った 。次 に得 られ たphenobarbital抗 体 を 用 い て高 感度 のradioimmunoassay
法 を 確 立 した 。 ま た このradioimmunoassay法 に よ っ て抗 体 の結 合 物 位 の特 異性 を 詳 細 に検 討
す る こと が で き,更 に 特異 性 の 明 らか に され た 抗体 を 用 い て,こ のradioimmunoassayの 生 体
試 料 へ の応 用 を行 い,微 量 のphenobarbital抗 原 或 い は,barbituricringを 有 す る微 量:代謝
物 検 出 に 本法 が 有効 な手 段 とな る こ とを 示 した 。
最 後 に この抗 体 を 受 動 的 に 免疫 され た マ ウス に於 て投 与 され たbarbiturateの 薬 効 は 修 飾 を
受 け るか ど うかをbarbiturate耐 性 と の 関連 に於 て明 らか に した 。
1.p.Azophenobarbitalbovineserumalbuminの 調 製 とphenobarbital特 異 抗 体 の
検 出
人工 抗 原 を 合 成 す る場 合,担 体 蛋 白 との 結 合 部 位 を薬 物 分 子 中 の どの 基 にす るか が 問題 とな る。
それ に よ って 得 られ る抗 体 の特 異 性 が決 定 され る 。本 研 究 に於 て は 当初 の 目 的 か ら,実 際 に
phenobarbitalが 生 体 内 で 何 ら かの 蛋 白 と結 合 す る と考 え られ る部 位 で担 体 に結 合 させ て人 工
抗原 を合 成 した。 即 ちphenobarbita1の 代 謝 物 と して 現 在 迄 知 られ て い る もの に はp.及 びm-
hydroxyphenobarbita1・ 及 びm一,p-dihydroxyphenobarbitalが あ り,こ れ らの 中 間体 と し
てepoxide体 を 経 由 す る と考 え られ る。
代 謝 の 活性 中 間体 のepoxide体 の 蛋 白 や 核 酸 へ の 結合 性 につ い て は既 に芳 香 族 炭 化 水 素 系 発
癌 剤 等 で 明 らか に され て い る 。 そ こで,phenobarbitalのepoxide体 が 生 体 内で 蛋 白 と結合 し
て抗 原 化 した 場合 を 想 定 して5位 のphenyl基 のp一 位 で 蛋 白 と結 合 せ しめ た 。
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・即 ち・phenobarbitalの 芦 トロ化後p-nitro体 の み を分 離 し接 触 還 元 に よ っ てp-ami「no'phe-
nobarbitaLを ・合成 し塩 酸 酸性 化 亜 硝 酸 ソrダ に よ る ジ ア ゾ化 を行 いpH9～9.3でacetylated
bovines硫umalbuminに ジア ゾ カ ップ リ ングを 行 った 。 この 抗 原 をFreundの 完 全adlu-
vandと 共 に ウサ ギ に 免 疫 し,そ の血 清 中 よ り,様 々の 免 疫 化 学 的 手 段 を 用 いてphenobarbital
r抗体 の検 出 を行
った 。F6rmalin処 理 ウサギ 血 球 に、直 接phenobarbitalを ジ ア ゾ結合 させ た 感
作 血 球 に よ る聞接 血 球 凝 集 反応,モ ル モ ッ ト皮 膚 に よ るPCA反 応,Ouchterl6ny法 等 で 確 実 に
phenobarbital .抗体 の存 在 が 示 され ∫ringtestで も三 週 目の 血 清 か ら検 出で き た。
又4週 ヵ〉「ら7週 の 血清 を 硫 安 分 画 した グ ロ・ブ リンを 濃 縮 して 免 疫 電 気 泳 動 を 行 い1喜Gに 属 す
る抗 体 を 確認 した 。又 担 体 を ウサ ギ血 清 アル ブ ミ ンと したphenobarbital抗 原 に よ る免 疫 吸 着
剤 の 作成 を行 い,低 濃 度 で 産 生 され て い るphenobarbita豆 抗 体 を 特 異 的 に濃 縮 す る手 段 を 確 立
した 。
・2.PhenobarbitaI抗 体 を 用 い るradioimmunoassay生 体 試料 中 よ りの 微 量 のphenobar-
bitalの 検 出を 可 能 にす る為 にradioimmunoassayの 条 件 を検 討 した。 高 感 度 のradioimmr
noassayを 行 う為 に は,で きる だ け 目的 化 合 物 に対 す る親 和 性 の 高 い抗 体 と比 活 性 の 高 い 標 識
化合 物 が 必要 で あ る。産 生 法 の異 な る二 種 類 の 抗体 を 用 い.て条 件 を 検 討 し,初 回 免 疫 後 追 加 免 疫
を 約5ケ 月 間 に4回 く りか え した 後 で 得 た 抗 血 清 と,10、3Ci/mmoleと い う 高 い 比 活 性 の 標
識 化 合 物 を 用 いてpgレ ベ ル のphenobarbita正 の 検 出,定 量 を 可 能 な ら しめ た6し.か し一 回 免
疫 に よ っ て得 られ た 抗 血 清 で もngレ ベ ル の定 量 は 容 易 で あ り一 回 免 疫 に よ る もの で も最 も親 和
性 め高 い抗 体 を 産 生 してい る時 期 に血 清 を 採 取 す れ ばpgレ ベ ル の 定 量 も可 能 と な る こ とが 示 さ
れ た 。
、113.Phenobarbita'1抗 体 の 特異 性 の 検討
高 感 度 のradioimmunoassayに よ って 抗体 め 結合 部位 の 詳 細 な 検 討 を行 った 。 即 ち 一 定 量 の
抗 体 と3H-phenobarbita1の 結合 を共 存 す る様 々 のbarbiturate又 は そ の他 の構 造 関連 化合 物
が 阻害 す る ことを 利'用 して 抗 体 に対 す る相 対 親 和性 を求 め た 。相 対 親 和性 は3H-phenobarbi-
talの 抗体 へ の結 合 を50%阻 害 す るに 要 す る リガ ン ドの モ ル数 の逆 数 か ら求 あphenob滋bital
の 場 合 の 値 を1x10・00と した 時 の 様 々の リ・ガ ン ドの値 と し た。 そ の結 果 抗 体 はbarbituric
ringに 対 して 非 常 に 特 異 的 で あ って2-deoxyphenobarbitallこ は 全 く親 和 性 を 示』ざな か った。
barbituri・crihgのNに 置 換 基 を 持 た ・ないbarbiturat6に 対 して は,そ の5位 の 置 換基 のp飴 一
n6barbitalへ の 構 造 の類 似性 に 応 じた 親 和性 を示 し,5位 に環 状 構 造 を有 す るheptabarbita1
や ℃ycloba而ita1に 大 ぎな 親 和 性 を もつ 。 しか しbarbitalの 親 和性 はN-methylbarbit・alの
そ れ よ り小 さ くbarbituric∫a6.idの そ れ は検 出 し得 ・る 大 き さを 持 た なか ら たb
.この こ とはb
arbituricllringに 対 す る抗 体 の高 度 の 特異 性 に 加 え て5位 の 置 換 基 も又 抗 体 と
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の結 合 エ ネ ル ギ ー の か な り大 きな 部 分 を 供 給 して い る こ とを推 測 せ しめ る。抗 原 に お け るphe-
nobarbitalの 蛋 白へ の結 合 部位 で あ るベ ンゼ ン環 のp一 位 に置 換 基 を 導 入 したphenobarbital
誘導 体 は,特 に大 き な親 和 性 を有 し主 代 謝 産 物 と して知 られ るp-hydroxyphenobarbitalは
phenobarbltalと 同等 の親 和 性 を示 す 。又 抗 原 に於 け るphenobarbitalを 含 む 抗 原 決 定 基 の ひ
ろ が りを 推 定 す る為 にphenQbarbitalとtyrQsineの ジ アゾ 結合 物 を 合 成 し,こ の 化 合 物 の 相
対 親 和 性 を測 定 した とこ ろphenobarbita1の 約4倍 に及 ぶ 大 き な値 を示 し抗原 決定 基 の ひ ろが
り及 び抗 体 の 結 合 部 位 の 大 き さは 担 体 部 分 を含 め た ひ ろ が りを 持 つ も の で あ る こと を示 した 。 さ
らに 興 味 深 い 事 実 はthiopentaiがphenobarbitalの 値 の1/iOOOと い う小 さな も ので は あ
るが 検 出 し得 る親 和 性 を 示 した と い う こ とで あ る。 分 子 の空 間 的 相 補 性 か らい えばprlmidone
の 方 がthiopentalよ り も類 似 した構 造 を 有 す るに もか か わ らず 全 く親 和 性 を 示 さ ない のに 対 し
て,こ の 事 実 はbarbiturate抗 原 と抗体 の 結合 力 を 供 給 す る因 子 と してbarbituricringの2
位 の 電 荷 が 関 与 す る こ とを 示 す と思 わ れ る 。実 験 に 用 い たpH7.6で はほ とん どのbarbiturate
及 びthiobarbiturateの 約50%は 解 離 し てい るがprimidoneは 解 離 しない こと及 びSpecton
等(1972)の 知見 と合 わせ て 見 る とき に,一 層 こ の可 能 性 は強 ま る と思 わ れ る。
4.Phenobarbital抗 体 を 用い るradioimmunoassayの 応 用
先 の 特 異性 の 検 討結 果 か ら,こ の抗体 を 用 い るradioimmunoassayの 一 般barbiturateへ の
適 用 が可 能 で あ る こ とが 示 され た の で,い くつ か の 応 用 を 試 み た 。 マ ウスの 眼 よ り採 血 した20
μ の 試 料 を用 い る血 中phenobarbitalの 定 量 及 び 血 中barb重turateの 裁 判 化 学 的 鑑 定 例に 加
え て,尿 中phenobarbitalの 長 期検 出及 びphenobarbita正 の微 量 代 謝物 検 出 へ の 応 用 を行 い,
この 方 法 の卓 抜 した 感度 の 有 用 性 を 示 した 。
特 に尿 中代 謝物 の薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィ ー とradiolmmunoassayの 組 み合 わ せ に よ って 文 献
的 に未 知 の代 謝物 の存 在 が 示 唆 され,本 法 が薬 物 代 謝 研 究 に於 け る微 量 代 謝物 の構 造 推 定 の 為 に
有 力 な 手段 とな り得 る こ とを 示 した 。
5.マ ウス に 於 け るcyclobarbitalの 睡眠 時 間 並 び に肝 酵 素 誘 導 に 及 ぼすphenobarbital抗
体 受 動 免疫 の影 響
動物 に有 効 な薬 物 抗 体 を 産生 さ せ る為 に は普 通adjuvant免 疫 を行 うがajuvantに よ る網 内系
細胞 の刺 激 はbarbiturateに よ るsleepingtimeに 影響 を 及 ぼ す と いわ れ る 。そ こで本 研 究 で
はbarblturateの 薬 理 作用 に及 ぼす 特異 抗 体 の影 響 の みを 検索 す る為 に,ウ サギphenobarbital
抗 体 を特 異 的 に 単離 して マ ウス に受 動 免 疫 する こ とに よ って,抗 体 保 持 動 物 を 作 り,Cyclobaτ 一
bitalに よ るs互eepingtimeに 及 ぼす 特 異抗 体 の影 響 を し らべ併 わ せ て 同 じ動 物群 で肝 酵 素 活
性 誘 動 に及 ぼ す 特異 抗 体 の影 響 を見 た。 対 照 と して正 常 ウサ ギ血 清 よ り単離 した 正 常IgGを 用
い た 。そ の結 果 正 常IgGはcyclobarbitalのs正eepingtimeを 延 長 し抗 体IgGは 見 か け上
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影 響 を 及 ぼ さなか っ た 。又 肝9000×g上 清 のaminopyrine脱 メ チル 活性 の誘 導 に対 して抗 体
IgGは 抑 制 的 に働 い た 。IgG投 与 に よ るcyclobarbitalのsleepingtime延 長 の 機 序 を さ
ぐ る為 に 正 常並 び に 特 異IgG処 理 動物 に お け る14G-phenobarbitalの 臓 器 分 布 と 血 中濃 度 変
化 を し らべ,そ の こ とか ら考察 を 試 み た 。 血清 ア ル ブ ミ ンの高 用 量 投 与 に よ って もCyclobarbi-
talのsleepingtimeは 延 長 され るこ とか ら,Mark等(1969)が い み じ くも説 明 して い る
よ うに血 清 蛋 白 とcyclobarbitalの 結 合 は ア ル ブ ミ ン,グ ロブ リ ンを 問 わず 非 常 に100seな
typeの もの で恰 も 酸素 と ヘ モ グ ロ ビ ンの 関係 の如 く説 明 され 得 る よ うに 思 わ れ る。 即 ち投 与 さ
れ た1gGはcyclobarbitalの 組 織 へ の運 搬 に役 立 ってい る こ と が考 え られ る。 更 に 考 察 す る 為
に生 体 内 で 生成 さ れ る薬 物 抗 原 に 対 す る免 疫 応答 の モ デ ル と して 同 種 アル ブ ミ ンを 担 体 と した
phenobarbital.抗 原 に対 す る ウサ ギ の抗 体 産 生 を し らべ た 。Hapten抗 体 の 産 生 は担 体 抗 体 の
＼ノ
産 生 を伴 う こ とが 観 察 され,こ の こと と受動 免 疫 に よ る実 験 結 果 を 併 わ せ 考 察 す る時,barbi-
turate耐 性 に於 け るbarbiturate抗 体 関 与 の 可能 性 は否 定 され,む しろ耐 性 に対 して 阻害 的 に
働 く可能 性 が 示 され た 。
総 括
本 研 究 は まず 第1にphenobarbitaIが 投 与 され た生 体 内 で,生 成 す る と考 え られ る 微 量 抗 原
又 は生 体 蛋 白 と の反 応 性 に富 んだ 微 量な 代 謝 中間体 を 検 出 し得 る高 感 度 で 特異 性 の高 い 実験 方 法
を確 立 した。 ま た高 感 度radioimmunoassayに よ る親 和 性 の 測 定 に よ って 生 体 内で 生 成 され る
抗原 めhapten部 位 の 構 造 推 定 が 可 能 に な る こ とを 示 した 。 第2にbarbiturate耐 性 に お け る
barbiturate抗 体 関 与 の 有無 をphenobarbital抗 体 の マ ウス へ の 受 動 免 疫 に よ って 明 らか に し
た 。即 ちbarbiturate耐 性 にお け る特 異 抗体 関 与 の 可 能性 は 否定 され む しろ 同 時 に 産 生 さ れ る
担体 抗体 に よ るbarbiturateの 組 織 へ の 運 搬 に よ って 薬効 が延 長 さ れ る こ とが示 唆 され た 。
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審 査 結 果 の 要 旨
催 眠 薬phenobarbitalの 人 工 抗原 を合 成 しそ の免 疫 に よる 抗体 産生 を 行 い,こ れ を もち い て
radioimmunoassayに よ り高 感 度 の 検 出 方法 を 開発 し,さ らに抗 体 座 生 の 動 物 に お け るbarbi-
turateの 薬 効 が ど の よ うに修 飾 を 受 け るか を解 明 し,barbiturateの 耐 性 発 現へ の 寄 与 を考 察
した研 究で あ る。
その 内容 は つ ぎの5部 に 分 か れ てい る。
1.p-Azophenobarbitalbovineserumalbuminの 調 製 とphenobarbital特 異 抗 体 の 検 出
phenobarbita豆 が 体 内でepoxid体 と な り蛋 白 と結 合 して抗 原 化 す る と想 定 して,p-Nitro-
phenobarbitalを 合 成 し,diazo化 を 行 いAzo化 合 物 を つ く り,こ の抗 原 をFreundの 完 全
aluvantと い っ し ょに ウサギ を 免疫 し,血 清 中 よ り抗 体 の検 出を お こな った 。
4～7週 後 の血 清 か らIgGに 属 す る抗 体 の 存 在 を確 認 した 。
2.Phenobarbital抗 体 に よ るradioimmunoassay産 生 法 の 異 な る2種 類の 抗 体 を も ち い
て 条 件 を検 討 し,初 回 免 疫 後 に追 加免 疫 を 約5カ 月 に4回 く りか え した抗 血 清 に高 い比 活性 が 存
在 す る こ とを 確 認 し,ピ ロ グ ラム レベ ル のphenobarbitalの 検 出 が 可 能 なradioimmunoassay
を 開 発 した もの であ る 。
3.Phenobarbital抗 体 の 特 異性 の検 討
抗体 の 特異 性 を,3H-phenobarbitaIと の相 対 親 和性 か ら調 べた と こ ろ,本 抗体 はbarbi-
turate環 に 特異 的 で,5位 に 環状 基 を有 す るheptabarbital,cyclobarbita正 には大 きな 親和
性 を もつ 。 この こ とは 抗体 の 高度 の 特異 性 にbarbiturate環 の 特 異 性 に加 え て,5位 の 置 換 基
も抗 体 の 結合 エ ネル ギ ーの か な りの部 分 を 供給 す る こ とを推 則 させ る 。
またp位 にHO基 を 有 す る化合 物 もphenobarbitalと 同 等 の 親 和性 を示 した 。 これ に対 しthi-
opeBta豆 は1/1000の 親 和 性 しか示 さな いな ど興 味 あ る か ず かず の 事 実 を 確 認 した 。
4.Phenobarbita1抗 体 を 用 い るRadioimmunoassayの 応 用
本 法 は一 般 のbarbiturateの 検 出 に適 用 が 充 分可 能 で あ る。しか も高 感 度 で マ ウス の 眼 か ら採
血 した試 料 で も で き,裁 判 化 学 的 に も利 用 で き,ま た尿 中 代謝 物 の 薄層 ク ロマ トで も検 出 し う る。
5.Phenobarbital抗 体 の マ ウス にお け るcyclobarbita1の 睡眠 時 間 延長 の 効 果
抗体IgGに よ ってcyclobarbitalの 睡 眠 時 間 の 延 長 を き たす が,正 常IgGで も延 長 す ること
が判 った 。 またアルブ ミン投 与 でも延 長 す.ることか ら,こ れ ら蛋 白は 非 特異 的 に担 体 とな って 組織 へ運
搬 するもの と思わ τしる。この ことか らbarbiturate耐 性 にお ける特 異 抗 体 関 与 の 可 能性 は否 定 され た。
以 上Phen。barbita1抗 原 に もち いて 抗体 を産 生 させ,そ の薬 理 学 的 意義 に つ いて 論 じた有 意
義 な研 究 で,学 位 論 文 に価 い す る 。
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